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トリ プ ト フ ァ ン 代謝中間体 で あ る 3－ヒ ドロ キ シ キ ル ニ ン を ヒ ト赤血球浮遊液 に 加 え， pH 7．0，
37
0
C で イン キ エ ペ ー 卜 した と こ ろ， 赤血球中の メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン が 増加 した ． こ の ヘ モ グ ロ ビン の酸化反
応に 共 役 して ，3一 ヒ ドロ キ シ キ ヌ レ ニ ン は茶褐色 の 物質に 変化した ． こ の物質 は3一 ヒ ド ロ キ シ キヌ レ ニ ン が
2分子縮合 した キサ ン ト マ チ ン で あ る こと が ， 紫外 ． 可視吸収ス ペ ク トル， 赤外吸 収ス ペ ク トル ， 高速液体
ク ロ マ ト グラ フ ィ ー t 薄層ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー な どに よ る分 析か ら同定さ れ た． 精製 した オ キ シ ヘ モ グ ロ
ビン と 3－ ヒ ド ロ キ シ キ ル ニ ン を反応さ せ る と ヘ モ グ ロ ビ ン は メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン に 酸化さ れ 3． ヒ ド ロ キ
シ キ ヌ レ ニ ン は キサ ン トマ チ ン に 縮合さ れ た こ と か ら， 3． ヒ ド ロ キシ キ ル ニ ン の キ サ ン ト マ テ ン へ の 2
分子縮合反応 は ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化反 応と共役 して起 こ る こ とが 示 さ れ た
．
また メ ト ヘ モ グロ ビ ン を含有
す る赤血球浮遊液に 3－ ヒ ド ロ キ シ キ ヌ レ ニ ン を加 えて同様条件 でイ ン キ ュ ベ ー ト した と こ ろ， 赤血球内の
メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン は還元 され ，3疇 ヒ ド ロ キ シ キヌ レ ニ ン は縮合し て キサ ン ト マ テ ン に 変化 した． 精製 した メ
ト ヘ モ グ ロ ビ ン で も同 じく キサ ン ト マ チ ン が生成さ れ た－ この よ う な キサ ン ト マ テ ン の 生成 は嫌気的条件
下で は み られ な か っ た
． 以上 の 結果は ヒ ト赤血球内で の 3－ ヒ ド ロ キ シ キヌ レ ニ ン の キサ ン ト マ テ ン へ の 代
謝は ヘ モ グ ロ ビン の 酸化還元反応 に 共役 して 起 こ る こ と， また そ の反 応に は酸素の 存在が必要で ある こ と
を示 して い る ．
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ヒ ト赤血球中の ヘ モ グ ロ ビ ン の 生理 的役割は酸素の
運搬 で ある ． ヘ モ グ ロ ビン の 酸素結合作用 に つ い て は
多くの研究が なさ れ て お り その 構造 と機能に つ い て は
詳しく わ か っ て い る1ト3j
． しか しな が ら ヘ モ グ ロ ビ ン
が薬物 ある い は 生理 的化合物 を代謝す る と い う こ と に
つ い て は， こ れ ま で ほ とん ど報告さ れ て い なか っ た
．
従来よ り ア ニ リ ン の よ う な薬物 は チ トク ロ ー ム P
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によ っ て代謝さ れる こ と が知 られ て い るが 刷 ， ヒ ト赤
血球 に お い て も ア ニ リ ン が 水 酸化 さ れ る こ と を
To m oda ら6，は見 い 出 した ． M ieyal ら7，は ヘ モ グ ロ ビ
ンが， この ア ニ リ ン水 酸化活性を持 っ てい る こ と を報
告して い る
． 筆者は， ヒ ト赤血 球内の ヘ モ グ ロ ビ ン が
薬物の代謝を行う と い う 観点か ら， 赤血球に お ける ト
リプ ト フ ァ ン の 代謝中間体で あ る 3－ ヒ ド ロ キ ン キ ヌ
レ ニ ン く3－hydro xykyn u r eni e， 3－ H K Nl との 反応 を
詳しく調べ た
． その 結 果， 3 月 K N は赤血球内 へ モ グロ
ビン と反応 し， ヘ モ グ ロ ビン を酸化ある い は還元 す る
と同時に 自ら は 2分子縮合 して キサ ン ト マ チ ン と い う
化合物 に 変換 され る こ と を見 い だ した ． 3月 K N はヒ
ト体内で は通常肝臓 お よ び 腎臓 で キヌ レ ニ ナ ー ゼ に
よ っ て 代謝 さ れ ， 3－ ヒ ド ロ キ シ ア ン ト ラ ニ ル 酸 く3－
hydro xya nthr anilic acid，3－ H A Al に な る か， トラ ン
ス ア ミ ナ ー ゼ で 代 謝 さ れ て キ サ ン ツ レ ン 酸
くx a nthu r e nic a cidIに な る と考 えられ て い る ． 本研究
で は 3 月 K N と赤血 球 お よ び ヘ モ グ ロ ビ ン と の 反 応
を， 種々 の 条件下で 調 べ そ の 反応機構に つ い て検討 し
た．
材料お よ び 方法
I ． 材 料
1 ． 試薬
3 月 K Nは和光純薬 く東京フ製 を用 い た
．
ビス ． トリ
A bre viatio ns 二A C D
， a Cid citr ate de xtro seニde oxyH b de o xyhe m oglobini3－ HA A， 3－
hydr o xya nthr anilic acidニ H b C O， C a rbo xyhe m oglobin3 3－ HK N， 3－hydr o xykynure nin e3 Ht，
he matoc riti HP L C， high perform a n c eliquid chro m atogr aphy ニm etHb， m ethe m oglobini
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ス 亡bis く2－hydr o xyethylli min o－tris くhydr o xy－
m ethyl m etha n eコはシ グ マ 社 く米国lよ り， Sephade x
G－25Cfin e gr ade ま た は c o a rs egr adel と C M－
Sephadex C－50 は， フ ァ ル マ シ ア 社 くス ウ ェ
ー デ ン1
よ り購入 した． 等電点電気泳動用平板 ゲ ル はア ン フ ォ
ラ イ ン ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル プ レ
ー ト くpH
3．5旬 9． 引くフ ァ ル マ シ ア ー L K B社， ス ウ ェ ー デ ンつを
使 用 し た． ス ー パ ー オ キ サ イ ド ジ ス ム タ ー ゼ
くsupe r o xide dis m uta s e， S O Dl は マ イ ル ス ラ ボ ラ ト
リ ー 社 く米国I， カ タ ラ ー ゼ は ベ ー リ ン ガ 一 社 く西 独1
よ り得た．
2 ． 赤血球 お よび ヘ モ グ ロ ビ ン の 調製
日 本赤十字 セ ン タ ー 金沢支部よ り得 た採血 後 2 へ 3
日 を経た ヒ ト ACD くa cidcitr atede xtr o s el 保存血 液
を実験に 用い た． こ れ を遠心 分離 く3，000rpm ， 15分1
した の ち血祭と額粒球層を減圧吸引 に て 除去 し た． そ
こ へ 約4倍容量の 水冷 0．9％塩化ナ ト リ ウム 溶液 を加
えて 洗浄 し た の ち， 遠心分離 ほ，000rpm ， 15分I に
ょ っ て上浦を除 い た． こ の操作 を 4 回繰 り返 して洗浄
ヒ ト赤血球を得 た． こ の よう に して得 た赤血 球 をク レ
ブ ス ． リ ン ガ ー 液 亡10m M リン 酸緩衝液 くp王1 7．4つ，
0．8％ NaCl， 10m M K Cl， 2m M MgCl2j に 浮遊 して
実験 に用 い た ．
赤血球中の ヘ モ グロ ビ ン の 酸化 は井 田 の 方法
別 に 従
い 亜硝酸ナ ト リ ウム を用い た．
精製 ヘ モ グ ロ ビ ン は次の 方法で得た 引． 洗浄赤血 球
に イ オ ン 交換水 を約5倍容量加 えて溶血 し， 遠心 分離
く10，000rpm ，30則 しゴ ー ス ト を除き 粗 ヘ モ グロ ビ ン
溶液 を得 た． 得られ た ヘ モ グ ロ ビ ン 溶液 を Sephadex
G－25ほn e grade， 10m M リ ン 酸緩衝液 ， pH 6．3 で
平 衡 化1 カ ラ ム で ゲ ル ろ 過 し た． つ づ い て C M－
Sephadex C－50 カ ラム く10m M リン 酸緩衝液， pH
6．3 で平衡化うを用い て精製 した gl． メ ト ヘ モ グ ロ ビン
は精製 ヘ モ グ ロ ビ ン に ヘ ム 濃度の 4倍量の フ ェ リ シ ア
ン 化カ リ ウ ム を加 え て得た9I． ヘ モ グ ロ ビン の実験 で
は緩衝液 は 0．1 M NaClを含む 0．05 M ビス ■ トリ ス
塩酸 くpH 7．01 溶液を用 い た ．
3 ． 3． H 壬くNお よ び キサ ン ト マ チ ン の 調製
3 月 K Nを 小童 の 1 N塩 酸溶液 で溶 か し， つ い で
0．1 へ 0．5 N水酸化 ナ トリ ウ ム 溶液 で pH を中性 に 戻
した ． ク レ ブ ス ． リ ン ガ ー 液 また は 0．05 Mビス ． トリ
ス 塩 酸緩衝液 くpH 7．0う で 希釈 し て 15m M に 調整 し
た
．
キサ ン ト マ テ ン は Bute n a ndt らの 方法1 01に 従 っ て
合成 し た． ま た 3 月 EN の モ ル 吸 光係数 は， ど370 n mこ
4
，240 く0．02 M リン酸緩衝液， pH 7．31川 を， キ サ ント
マ テ ン に つ い て は ど4 4 0n m ニ 13，200 く0．15M リ ン 酸緩
衝液， pH 7．01 2Iを用 い た ．
I工． 赤血 球 と 3一 正E N との 反 応条件 お よ び反 応生
成物の 分 離
1 ． 赤血球 と 3 月 K N との 反応
洗浄赤血球は ヘ マ トク リ ッ ト くhe m ato c ritJ 川 を
15へ 20％ とな る よ う に ク レ ブ ス ． リ ン ガ ー 液に 浮遊し
た
．
3－ H K N溶液 く最終濃度 3 m Ml を加 え たの ち pH
7．0， 37
0
C で反応さ せ た．
2 ． 反応生成物の 分離 ． 分析
一 定時間毎 に 反 応溶液 の 一 部 く0．5へ 1 ．O mりを取り
凍結融解で溶血 し たの ち ， 遠心 く10，0 00rpm ， 5分1し
赤血球膜 を除 い た． 上 清 く0．2旬 0．5 mlう を20へ 100
m M リン 酸緩衝液 くpH 7．01 で平衡化 した Sephade x
G －25Uin e gr ade， 0．5XlOc ml カ ラム に か けて ヘ モ
グロ ビ ン 分画 と 3 月K N およ び反 応生成物分画 を分取
した． 得ら れ た ヘ モ グ ロ ビ ン溶液 を等電点電気泳動し，
それ を二 波長 T L Cス キ ャ ナ ー く島津 G S－9001 で ゲル
ス キ ャ ン ニ ン グ く630n mう して オ キ シ ヘ モ グ ロ ビン，
部分酸化型 ヘ モ グ ロ ビ ン ， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 割合を
求め た81．
3． H K Nの 反応生成物 に つ い て は可視吸収 ス ペ ク ト
ル く3 60ル 500n mう を測定 し経時的 に そ の 変化 を追跡
した ． ま た そ の 分 画 に 1 ％ア ス コ ル ビ ン 酸 を加えて還
元 し同様 に 可視吸収 ス ペ ク トル く360へ 550n mう を調
べ た
．
上 記の 反 応を アザ イ ド くa zide， NaN，， 最終濃度5
m Ml ま た は 一 酸化 炭素 くc a rbo n m o n o xide， C OI ガ
ス 存在下 で行い こ れ ら の 反 応 へ の 影響 を調 べ た ．
H L 赤血 球 に よ る 3－ H K Nの 代謝産物 の 同定方法
1 ． 反応生成物の 精製
前述と同様 の方法 で 得ら れ た反 応生成物 を含む溶液
に 最終濃度が 1 ％に なる よ う に ア ス コ ル ビ ン酸ナトリ
ウ ム を加 える と 赤紫色の 結晶が析出 した ． こ の溶液を
遠心 分離 く軋 000rpm ， 15分う し結晶 を沈澱さ せ 回収
した
．
0．1 N 塩酸溶液 で洗 い 再び遠心分離で 回収する
洗浄操作 を数 回繰 り返 し た． こ れ に よ り 未反 応の 3
．
H K Nと リ ン 酸 を除 く こ とが 出来る． 得 ら れ た還元物
質 をメ タ ノ ー ル 塩酸か ら再結晶 州 して 反応生成物を得
た
．
2 ． 赤外吸収 ス ペ ク トル
o xyH bo rH b O2， O Xyhe m oglobin3Q， quin o n efo r m of 3－hydr o xykynurenin e三 R B C， r ed blo od
c ellニ SQ， S e miquin o n efor m of 3－hydr o xykyn u r enin eニ S O D， S uper O Xide dism uta seニ T LC，
thinlayer chro m atography ニU V， ultr avi01etニ V， V Olu m eニ X T， X a ntho m m atin ．
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赤外分光光度計 く日本分光I R－81 0J で還元 型 の 反応
生成物の 赤外吸収 ス ペ ク トル くK Br 法1 を測定 した．
3 ． 紫外 ． 可 視吸収 ス ペ ク ト ル
0．2 M リン酸緩衝液 くpH 7．OIお よ び 5 N 塩酸溶液
中で の 紫外．可視吸収 ス ペ ク トル く20 0へ 600nml の 測
定 は高感度分光光度計 くユ ニ オ ン 技 研 S M．401う で
行っ た ．
4 ． 高速液体 ク ロ マ ト グラ フ ィ ー
ゲル ろ過 に て ヘ モ グ ロ ビ ン を除 い た反 応液 をア ス コ
ル ビ ン 酸 で 還 元 後 ， 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
くbigh perfo r m a n c eliquidchr o m atogr aphy， H P L C，
東 ソ ー H LC－803 Dユ で 分析 し た ． カ ラ ム は 東 ソ ー の
O DS－120 T， モ ニ タ ー は東 ソ ー の U V－8 Model 王Iを使
用した．
5 ． 薄層 ク ロ マ ト グラ フ ィ ー
薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー くthin layer chr o m ato，
graphy， T L Cl に よ り 3－H K Nの 反 応生成物 の 同定を
行っ た ． プ レ イ トは AVI C E L S Fくフ ナ コ シI を使用
し展開溶媒 は コ リ ジ ンノ0．2 M K2王1 P O4 ニ 2ニ 3 くvノ
vう を用 い た．
1V． 3 欄 K N と精製 ヘ モ グ ロ ビン と の 反応条件
3－H K Nに よ る精製 ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化 お よ び還元
を調べ る ため ， 精製 ヘ モ グ ロ ビ ン溶液 くメ ト ヘ モ グ ロ
ビン ま た は オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン
， 最 終 ヘ ム 濃度 100
JLMJ に 3－H K N溶液 く最終濃度 1 m Ml を加 え嫌気相
下くQ ガ ス ニ ヘ リ ウムノイ ソ ブタ ン ニ 99．05二0 月51 ま
たは好気相下 で 25
0
C で反応さ せ た． 嫌気的反応 で は石
英セ ル 付き ツ ン ベ ル グ管を使用 し た． 反 応は 450へ 650
n m で の ヘ モ グ ロ ビン の 吸 収 ス ペ ク トル の 変化に よ り
追跡し た． こ の 場合 カ タ ラ ー ゼ く最終濃度 29u nitsI，
SO Dく最終濃度 1300u nitsl 等を加 えて それ ら の 影響
も調 べ た
．
V ． 精製 ヘ モ グ ロ ビ ン に よ る 3 月 瓦Nの 反 応 生 成
物の 分析
ヘ モ グ ロ ビ ン け キ シ ヘ モ グ ロ ビン あ る い は メ ト ヘ
モ グロ ビ ン
， 最終 ヘ ム 濃度 630ノノM ト溶液に ， 3－ H K N
溶液 億終濃度 2．4 m Mlを加 えて pH 7．0， 37
0
C で反
応させ た． 反応開始後 一 定時間毎 に 試料 く0．2mlつ を
取っ た
．
0－1M リン酸緩衝液 くpH 7．01 で 平衡化 した
Sephade x G－25くfin e gr adel カ ラム で ヘ モ グ ロ ビ ン
と反 応生成物 を分離 し， 360へ 500n m で 反 応生成物 の
吸収ス ペ ク ト ル の 変化 を調 べ て そ の 生成 量 を検討 し
た
．
さらに アス コ ル ビ ン酸 で還元型 に した の ち， 360－
550n m で の 吸 収ス ペ ク ト ル の 変化 を調 べ た ．
精製オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 濃度と反 応産物の生成量
との 関係を，3一日K Nの 最終濃度 は 2．3m M と し， ヘ モ
グロ ビ ン の 濃度 ト ム 演劇 は 1 へ 800メM の範囲 で
調 べ た
． 反 応は p工i 7．0， 37
0
C で 4 時間行っ た ．
精製 オ キ シ ヘ モ グ ロ ビン の 酸化の 経時的変化と 反応
産物の 生 成量 の 経時的変化と の 関係に つ い て は次の 条
件下 で 行 っ た ． 3． H K Nく最終濃度 は2．4m Mlと オ キ
シ へ モ グ 占 ビン く最終濃度 は 183声Mフと を， pH 7几
37
0
C で 反応 させ た
．
ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化 は 630n m の
吸光度の 変化 で 経時的に 追跡 し， 反 応産物の 生成量 は
同 一 時間に 反 応液よ り 一 定量 をサ ン プ リ ン グ しゲ ル ろ
ミ ニニ
3 ． 一
三
も才一 q
2＋
6
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亡 hr j
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プ 戦も
回
m et Hb o xyHb
Fig■ 1． Iso ele ctric －fo c u sing patte rn s of he m o．
globin s which w e r e obtain ed du ringin cubatio n of
erythr o cyte swith 3－ H K N．
Su spen sio n s of erythro cyte s with 3－ H K Nw er e
take n o ut at in dic ated inter valsく0，1，2，4，6 a nd 8
ho u r sl． A fte rfr e ezing and tha wing ofthe c ell
S uSpe n Sio n s， the lys ate s w erpa s sed thr o ugh a
C Olu m nofSephadex G－25tfine gradelequilibr aト
ed with 50m M pho sphate buffer， pH 7．0． Is o－
electric fo c u sing of he m oglobin solutio n s w a s
perfo r m ed o n PA GplateくpH 3．5JA h J9．5l．
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Fig．2． Fr a ctio n alchange sin o xyhe m oglobin亡くa2 ＋
P2＋12コ， half．oxidiz ed he m oglobin sEくa 3 ＋P2 ＋12十
くa 2十P3 ＋J2コa nd m ethe m oglobinEくa3 ＋P3 ＋J2コdu ring
inc ubatio n ofe rythr ocyte s with 3
， HK N．
T he iso ele ctric，fo c u slng pattern Sin Fig－ 1 w e r e
an alyz ed by gel．sc a n ni gat630n m， a ndthehe m e
c o ntentsく％ン of e a ch com po n e ntくo xyH b， half．
oxidiz ed H b a nd m etH bl to total he m e w er e
calculated． 0 ， O Xyhe m oglobini ■ ， m ethe m o－
globini O， h al f
－O Xidized he m oglobin s．
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Fig．3． C ha nges in abso rptio n spe ctr u m of the
re a ctio n pr odu ct obtain ed du ring inc ubatio n of
e rythrocyte swith 3．H K N．
H um an e rythr o cytes w er eincubated with 3．H K N
at37
O
C， pH 7．0． 3－ H K Na nd its m etabolite were
S epa rated fr o m he m oglobin by gel filtr atio n．
T he abs o rptio n spe ctr a ofthe re a ctio n produ ct
W e r e m e a Su r ed in 20m M pho sphate bufferくpH 7．
01betw e e n360n m a nd 500n m．
1 0 2 51J m
4 0 0 0 3 0 0 0 2 0 0 0 ほ0 0 1 0 0 0 4讐n一．
Fig．4． Infr a r ed spe ctr a of a uthe ntic hydr o x a ntho m m atin a nd 3－ H K Nm etabolite
r edu c ed with a s c o rbic a cid．
Hydro x antho m m atin w a s synthe siz ed bythe m ethod of Buten a ndt et al
l Ol
． T he 3－
H K Nm etabolite in hu m a n e rythr o cyte s w a s obtain ed a c c o rding to the sam e
m ethod a sde sc ribedin thelege ndto Fig．1 a nd w a spu rified by r ec rysta11iz ation
川
．
－
， a uthentic hydr o x a nthom m atinニーー ー ， 3． H K Nm etabolite．
ヒ ト赤血球 に よ る 3－ ヒ ド ロ キ シ キ ヌ レ ニ ン の代謝
過で ヘ モ グ ロ ビ ン を分離除去後， 360へ 500n m の 吸 収
スペ ク トル を測定 し て調べ た．
成 績
1 ． 赤血球 と 3－ H K N との 反 応
図1 に ヒ ト赤血 球と 3－ H K N との 反 応 で得 られ た ヘ
モ グ ロ ビ ン の 等電点電気泳動パ タ ー ン を示 した
．
こ の
泳動パ タ ー ン か ら見る と， 赤血球内の ヘ モ グ ロ ビ ン は
3 月 K Nに よ っ て 酸 化 さ れ くぼ 3 ＋声
2 ＋う2 や く此 2 十月3 ＋フ2
のよう な 半分酸化塾 ヘ モ グ ロ ビン に ， さ ら に 完全酸化
型ヘ モ グ ロ ビ ン くぽ 3 十月3 ＋フ2 で あ る メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン
にと変化して い く こ とが 分か っ た
． 図2 は こ の 電気泳
動パ タ ー ン をゲ ル ス キ ャ ン で 分析 し ヘ モ グ ロ ビン の 酸
化の 度合の 時間的経過 を示 した も の で ある
． 反応開始
と共に オ キシ ヘ モ グ ロ ビン は減少し それ と 同時 に 部分
酸化塾 ヘ モ グ ロ ビ ン が 増加 し た
． 反 応開始後 2時間
た っ た頃か ら メ ト ヘ モ グ ロ ビ ンが 増加 し始 め たが 部分
酸化型 ヘ モ グ ロ ビ ン は 一 定と な っ た ． こ の こ と はオ キ
シ ヘ モ グ ロ ビ ン が部 分酸化型 ヘ モ グ ロ ビン を経て メ ト
ヘ モ グ ロ ビン に な っ て い る こ と を示 して い る． こ の よ
うな 3 月 K Nに よ る ヘ モ グ ロ ビン の 酸化作用 に つ い て
は これ まで 知ら れ て い な か っ た
．
一 方 ， 3－H K N と赤血
球との 反応溶液 を Sephade xG－25 カラ ム に 通す と， ヘ
モ グ ロ ビ ン 分画 と異な っ たと こ ろ に 茶褐色の 物質が得
られる． こ の 分画の 時間的変化を可 視吸収 ス ペ ク トル
髄0へ 50n mぅ で 調 べ た く図 31． 反 応 開始時 の 3－
H K Nの ス ペ ク ト ル は， 時間と 共 に 440n m 付近 に 肩
を持つ も の に 変化 し， 8時間後に は 440n m に 明 か な
ピ ー ク を示 す も の に 変化 した．
工 ． 反応生成物の 同 定
図4 は再結晶 に よ り精製 して 得 られ た還元 型の 反応
生成物の 赤外吸収 ス ペ ク ト ル で あ る
．
こ の ス ペ ク トル
は Buten a ndt らの 報告 し て い る ハ イ ド ロ キサ ン ト マ
チン の 赤外吸 収ス ペ ク ト ル1－り1 31と よ く 一 致 した ． こ の
結束， ヒ ト赤 血 球 に お け る 3－ H E Nの 代 謝物 は3．
H K N が 2分子縮合 した キ サ ン ト マ ナ ン で あ る と考 え
られる． 還元 型 の 反 応生成物 を 0．2M リン 酸緩衝液
くp王1 7．0うお よ び5 N塩酸溶液に 溶解 し， しば ら く空気
下で 放置 して 置く と酸化型 に な る の で ， こ の 試料 に つ
いて 紫外 ． 可視吸 収ス ペ ク トル を測定 した． 図 5に 示
すよう に ， こ の 反 応生成物の 紫外 ． 可 視吸収 ス ペ ク ト
ル は合成 キ サ ン ト マ チ ン の 紫外 ． 可視吸収 ス ペ ク ト
ル 川 と 一 致 した．
さ らに ， H P LC に よ る 反応生 成物 の分 離 パ タ ー ン を
検討した く図6フ． ヒ ト赤血球と 3－H K Nを反応 させ て
一 定時間ごと に 得た溶液を ゲル ろ過 して 3－ H K Nの 反
応生成物 を得 た． 反応 生成物に 1 ％ア ス コ ル ビン 酸を
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加 え還元型 に した後 H P L Cに よ っ て分析 した． そ の結
果， 反 応後 3時間 め と 5 時間め に 得 た サ ン プ ル で は
H PL Cパ タ ー ン に 新 し い ビ ー タ が現れ ， しか も時間と
と も に そ の 量 は 増加 し た． そ の H P L C の保持時間
くrete n sio n tim eI は合成 ハ イ ド ロ キサ ン ト マ ナ ン を
H P L Cに か け て得 られ た保持時間と 一 致 した． こ の結
果か ら も ヒ ト赤血球 に お け る 3 月 E N の代謝物質 は キ
サ ン トマ テ ン で ある と 考え ら れる ． ま た T L C で も 3．
H K N代謝産軌 合成キ サ ン ト マ チ ン の Rf値 は と も に
0．25 と一 致す る結果が得 られ た く図7う．
2 0 0 3 0 0 4 0 0 5 0 0 60 0
2 0 0 3 0 0 ヰ0 0 5 0 0 60 0
ーnm J
Fig． 5． U Va nd visible spe ctra of 3－H K Nm etabo－
1ite in e rythr o cytes a nd of a uthe ntic
X a ntho m m atin ．
Authe ntic xa ntho m m atin a nd 3－H K Nm etabolite
W e r e Obtaineda sdes cribed in thelege ndto Fig．4．
くAl， abs o rptio n spe ctr a of 3－ H K Nm etabolite a nd
a uthe ntic x a ntho m m atin in 5N H CIsolutio n．
T he dotted lin e sho ws 3－ H K Nm etabolite． T he
S Olidelin e sho w s a uthe ntic x a ntho m m atin ．
くBl， absorptio n spe ctr a of 3－HK Nm etabolite and
a uthentic x a ntho m m atin in O．2 M pho sphate
buffe r， pH 7．0． T he dotted line sho w s3．H K N
m etabolite ． The s olid lin e sho w s a uthe ntic
X a ntho m m atin．
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以 上 の 結果 は， 赤血球 に お け る 3 月 K Nの 代謝産物
は キサ ン ト マ チ ン で あ る こ と を示 して い る o
HI． 種々 の 条件 下 に お け る 赤血 球 と 3－ H K N との
反 応
図 8 は アザ イ ドお よ び 一 酸化炭素が オ キ シ ヘ モ グ ロ
ビン 含有赤血球と 3－ E K N との 反応に どの よう に 影響
す る か 調べ たも の で ある． コ ン ト ロ ー ル で は キサ ン ト
マ チ ン 生成 に 一 時間程度の タイ ム ラグ くtim elagl が
観察 され 2時間め 以降か ら生成が増加 した． こ の 赤血
球浮遊液に 予 め アザイ ド を加 え てお い ても キ サ ン ト マ
チ ン 生成は ほ と ん ど影響さ れ な か っ た ． オ キ シ ヘ モ グ
ロ ビ ン を含む赤血球浮遊液に 一 酸化炭素 を吹き込 んで
H b C Oに 変換 した の ち好気相下 で 反 応 させ て 調 べ る
と， 3． H K N か らの キサ ン ト マ テ ン の 生成 は著 し く阻
Ohr
くりH lh幻
l t l
l I
8 hr
くり く2，
く3I
l l l
u
5 hr
川 く2I く3I
l l l
口
害さ れ た． ま た H b C O含有赤血球 と 3－H K Nを d 酸化
炭素気相下 で反 応さ せ た場合は ， こ の 反 応 は全く起き
な か っ た
．
3－ H K N自 身は空 気中 で 自動酸化さ れ て少
量 な が ら褐色物質に 変化 し た． しか し， こ の 自動酸化
反応 は 2時間以降は非常 に 小 さく な っ た ． また デ ー タ
に は示 さ な か っ たが オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン含有赤血球と
3－ H K N との 反 応は嫌気的条件f くde o xyH bl で はほ
と ん ど進行せずキサ ン ト マ テ ン は生成 しな か っ た
．
こ
の よう に と 卜赤血 球 に お ける 3． H K Nの 代謝に は酸素
の 存在が必要で あ る こ と が 分か っ た ．
一 方， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 含有赤血球 と 3． H K N とを
反応 させ る と， オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン を含む 赤血 球の場
合と同様 キサ ン ト マ チ ン が 生成 さ れた ． しか し図9に
示 さ れ る よう に メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン含有赤血球で はオキ
O 1 0 20 3 0
E IuIion I im e IminJ
O 10 20 5 0
E 山Iio n H m e lminl
Fig． 6． Separation of 3－ H K Nm etabolite by H P L C．
T he s a mples c o ntain lng3－H K Nand 3
－H K Nm etabolite w ere obtain ed a s
de sc ribed in the lege ndto Fig．1． Befo r e ap plic atio n on a rev er sepha s e
c olu m nくO D S－120 Tl， Sa mple s w e re r edu c ed by ad ding a sc o rbic a cid． T he
soIv e nt syste m w a s こPha s eA， 4％ a c eto nitrilein O．1 M Na2H P O4くpH 2．51，
a nd pha s eB， 50％ a ceto nitrilein O．1 M Na2H P O4くpH 2．51． T he gr adie nt
くper c e ntage B in AI wa sdisc ontinu o usly cha nged withtim eニ 20％ くOminl，
50％ く2 minl， 60％ く1 0minl， 100％く12minJ， 100％く20minl． T he flo w r ate
w a s m aintained atO．5 mllmin， a nd the abs o rba n ce w as m onitor ed at240
A， the elutio n patte rn at O，3，5 ho u rs． Asc orbic a cidw a s ad ded to the
s olutio n of 3－ H K Na nd its m etabolite which were obtain ed by gel filtr atio n．
Pe ak く1ンis a s c o rbic a cid， pe ak く21is 3－ H K Na nd pe ak く31is 3－ H K N
m etabolite．
B， the elutio npatte rn Of hydr o x a ntho m m atin which w a s obtain ed by the
reductio n of synthe siz ed x antho m m atin with a sc o rbic a cid． Pe akくilis
a sc orbic a cida nd pe akくiりishydr o x a ntho m m atin ．
ヒ ト赤血球 に よ る 3． ヒ ド ロ キ シ キ ヌ レ ニ ン の代謝
シ ヘ モ グ ロ ビン 含有赤血球の 時に 比 べ キサ ン トマ チ ン
の生成量 は， 反 応開始後 8時間めの 生成量 で み ると約
半分で あ っ た ． ア ザイ ドの 存在下 で メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン
含有赤血球 と 3－H K Nと をイ ン キ エ ペ ー トす る と キ サ
ン トマ テ ンの 生成 は さ ら に 阻害され た ．
IV． 3－ H K Nに よ る精製 ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化と 還元
表1， 2 に 好気的及 び嫌気的条件下 での 3－H K Nに
よる ヘ モ グ ロ ビ ン の酸化ま た は還元 反応 を示 した
．
ヘ
モ グロ ビ ンの 酸化速度ま た は 還元速度に つ い て は 578
n m の 吸収の 増減 に よ り算出 した1 51． 好気的条件下 で
は3 月 E Nは オキ シ ヘ モ グ ロ ビン の 酸化お よ び メ ト ヘ
モ グロ ビ ン の 還元 作用 を有 して い る． 3－H K Nに よ る
Fr onす
SI8 r書
Fig．7－ T L Cpatte rn Of 3－ H K Nm etabolite．
3－ HK N m etabolite a nd a uthentic x a ntho m m atin
W ere obtain ed a sde sc ribed in thelege ndto Fig．4．
Sa mples w e r e spot ted on a ce11ulo seT L Cplate
くA VIC E LS F， Fu n ako shi， TokyoJ and de v eloped
With c ollidin e10．2 M K2H P O． く2ニ3， VIvl． A， 3－
HK N m etabolite芸 B， a uthe ntic xa ntho m m ati町
C， 3－B K N．
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オキ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化速度 は 0．52声Mノm h， メ ト
ヘ モ グ ロ ビ ン の 還元 速度 は 0．31JLMlm inで あ っ た ．
一 方， 嫌気的条件下で は メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 還元 反応
は み られ た が キサ ン ト マ テ ン の 生成 はほ と ん ど起 こ ら
ず， その 還元 速度 も 0．12ノfMノmin と好気相下 の 1ノ3
に 減少 して い た ． また 3 月 E Nに よ るデ オ キ シ ヘ モ グ
ロ ビ ン の 酸化反応 は全く起 こ ら な か っ た
．
次 に 02 の ス カ ベ ン ジャ ー で あ る S O D や H202 の
ス カ ベ ン ジ ャ ー である カ タ ラ ー ゼ を予 め反応液 に 加 え
て 3一 日K Nに よ る ヘ モ グ ロ ビ ン の酸化還元 反応 を調べ
た く図 10 A， Bう， SOD は オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 3．
H K Nに よ る酸化を促進 し， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 還元
を 阻害 した． カ タラ ー ゼ ほ オ キ シ ヘ モ グ ロ ビン の 酸化
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Fig－ 8． Effe cts of NaN3 a nd C O ga s o n
X a ntho m m atin fo r m atio n inerythro cyte s．
Erythr ocyte s c o ntainlng O Xyhe m oglobin w e re
in cubated with 3－ H K Nく2．5 m Mlin Krebs－ Ringer
，
S S Olutio nくHtニ 11％1 at 37
O
C， pH 7．O afte r the
addit o n of NaN3 く5m Ml o rbubbling with CO
ga s． T he sa mple s w ertaken o ut at indic ated
inte rv als， a nd s ubje cted to the m e a su r e m e nt of
absorba nc e at 440n m afte r gel filtr atio n．
Fo r m atio n of x a ntho m m atin くp m oIslml．R B CI
W a S C alc ulated by u sing 8．4。n mこ 13，2001MIc m1 21．
0
， C O ntrOli ロ ， ＋ NaN3く5 m Mh 書 ， e rythro cyte s
C O ntaining H b C OくT hein c ubatio n w a spe rfo r med
u nder C O ga s conditio n sh の ， erythr o cytes
C O ntain ing H b C OくT heincubatio n w aspe rfo m ed
u nde r a e robic c o ndit on sIニ ー ， a utO Xidatio n of 3－
HK N．
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Tablel． Rate s of o xidatio n of o xy－a nd de o xyhe m oglobin by 3－H K N
Auto xidatio n r ate s of Oxidatio n r ate s of
he m oglobin くp MJ，minI he m oglobin くJI Mノminl
く－ I3－H K N く＋13－ H K N
Oxyhe m oglobin
De o xyhe moglobin
0．044
0
T he r ea ction mixtu r e c o ntain ed o xy－ O rde o xyhe m oglobin く1 00JI M in he m el
a nd lm M 3－H K N． T he r e a ctio n s w e r epu r s u ed at 25 C． T he o xidatio n
r ate sby 3－H K Nw e r e c alc ulated fr o mthe abs o rba n c e cha nge s at578n m
15l
，
2 4 6 8
Tim e Ihり
Fig．9． E ffe ctof NaN3 0n metabolis m of 3
－H K N in
hum an erythr o cyte s c o ntaining m etH b．
He m ato c rit ofe rythro cyte su spe n sio n s w a s17％．
Co n c e ntr atio n of 3－ H K N w a s 2．5 m M ． 0 ，
e rythr o cyte s c o ntaining o xyHb くc ontroIJi 中 ，
erythr o cyte s c o ntaining m etH bニ A ， ＋NaN3 く5
m Ml a nd erythr o cyte s c ontaining m etH b三 Y ，
a uto xidatio n of 3－ H K N．
を著 しく抑 えた が， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の還元 は抑制 し
なか っ た ． S O D と カ タラ
ー ゼ の 両方 を加 え た場合オ キ
シ ヘ モ グロ ビ ン の酸化は著 し く抑 え られ た．
V
． 精製 し た ヘ モ グ ロ ビン と 3－ H R N との 反 応
次 に 精製 した ヘ モ グ ロ ビ ン と 3－ H E N との 反応 に つ
い て 調 べ た ． 反応産物 は赤血球 の場合と同様， キサ ン
ト マ テ ン で ある こ とが 吸収ス ペ ク トル 等の 検索 に よ り
明らか に な っ た ． 図 11に オ キ シ ヘ モ グロ ビ ン お よ びメ
トヘ モ グ ロ ビン と 3－H K N の反応の時間的経過 を示 し
た． 赤血 球と の 反応の場合 に み ら れ た よう な著 しい 反
応開始の遅れ は ない ． メ ト ヘ モ グ ロ ビン に よる キ サ ン
Table 2． Rate s of r edu ctio n of m ethe m oglobin
bァ 3－H K N
Redu ctio n r ate s of
he m oglobinくFL Mlminl
く＋うOxyge n O．31
ト1 0xyge n O．1 2
T he r e a ctio n mixtur e c o ntain ed m ethe m ogl－
Obinく1 00p M in he m el a nd lm M 3－H K N．
トマ チ ン の 生成 量 は赤血 球の 場合と は異 な りオ キ シ ヘ
モ グ ロ ビ ン と 同程度 で あ っ た ．
3－ H K Nの 最終濃度 を 2．3 m M と し， オキ シ ヘ モ グ
ロ ビ ン の 濃度 を変 え て くヘ ム 濃度 に して 1 へ 800ノJM
うキ サ ン トマ ナ ン の生 成 を調 べ た く図 12う． 図に 示され
る様 に 6ノノM 以下 の ヘ ム 濃度 で は その ヘ ム 濃度に 比例
して キ サ ン ト マ テ ン の 生成量が増加 した ． 50メM 以上
の ヘ ム 濃度 で は キサ ン トマ テ ン の 生成量 はほ ぼ 一 定で
あ っ た ．
VI． ヘ モ グ ロ ビン の 酸 化量 と キ サ ン トマ テ ンの 生成
量と の 関係
オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化量 と キサ ン ト マ ナ ン の 生
成と の 量 的関係 を調 べ た く図 13う． 図に 見ら れるよ う
に ヘ モ グロ ビ ン の 酸化に は二 つ の 段階が み られ た． 30
分ま で の 急速に 進 む酸化と そ れ以 降に 見ら れる綬徐な
酸化で あ る． こ れ は 3－ R KN に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン の酸
化 に お い て， ぼ 鎖と 月 鎖の 酸化速度の 差 に よる もの と
考え られ る1 6抑 ． 一 方， キ サ ン トマ テ ン の 生成 は最初き
わ め て少 なく ， 反応 開始 5 分頃よ り生 成が 始まり 20分
後か ら急激 に 増加 した． こ の よ う に キサ ン トマ ナ ンの
生成 に は タ イ ム ラ グ が 明 ら か に あ り， こ の こ と は3．
H K Nか らす ぐに キ サ ン ト マ チ ン が合成 され る の で は
な く ， い く つ か の 中間段階を経て キ サ ン ト マ ナ ン が合
成さ れ て い る可能性 を示 唆し て い る ．
考 察
ヘ モ グ ロ ビ ン は酸 素 を運搬 す る タ ン パ ク 質で ある
が ， 生体 内で物質代謝に も関与 して い る ら しい こ とが
ヒ ト赤血 球 に よ る 3－ ヒ ド ロ キ シ キヌ レ ニ ン の 代謝
近年 わか っ てき た． Fitzpatrick ら湖 は， プ ロ ス タ ブ ラ
ン ジ ンの 一 種 で あ る ロ イ コ トリ エ ン A4 が， ヘ モ グ ロ
ビ ン に よ っ て 5 HP E T E く5Thydro pe r o xy－
eic os atetr a e n oic a cidl よ り合成 さ れ る こ と を報告 し
た
．
ま た Yam abe ら1叫は L－ ド ー バ が ヘ モ グ ロ ビ ン に
よ っ て脱 炭酸され る こ と を示 した． しか しな が ら ヘ モ
グロ ビン の 薬物の 代謝に つ い て は充分に 解明 さ れ て い
ない ． 一 九 3－ H K Nや 3－ H A A な どの トリ プ ト フ ァ ン
代謝物は N A Dの 前駆体と し て重 要で あ るが ， これ ら
の物質が 赤血球申で どの よ う な変化 を受 ける か と い う
こ とに つ い て は 明 らか で は な か っ た ． 3－H KN は通常
3．H A Aに 代謝さ れ る の で あ る が， ヒ ト赤血 球で は 2
分子縮合の 反応 で キサ ン トマ チ ン と い う 褐色の 物質に
代謝 さ れ る こ と が 本研究 で 明 ら か に な っ た く図4．9
う． とく に 赤血球内の ヘ モ グ ロ ビ ンが こ の 反応 に 直接関
与する こ と く図 11つ， ま た ヘ モ グ ロ ビ ン自 身は3．H K N
に よ っ て酸化 を受 け た り還元 され た りす る こ とが 示 さ
れた く図 10 A， 別 ． こ の よう な 3 月 K Nの キサ ン ト マ
チン ヘ の 代謝反応 は高等動物の 細胞 で は今 まで報告が
なく， 昆虫の 眼色素の 合成反応と し て知 られ て い る 抑
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の み で あ る
．
そ こ で今 回 の 実験結果 を基 に して ， 3－
H K Nに よ る ヘ モ グ ロ ビン の 酸化還元 反応の メ カ ニ ズ
ム と， 3－ H K Nか ら い か に し て キサ ン ト マ チ ン が 生成
さ れ る か右耳つ い て以 下に 考察す る．
図1 に 示 した よう に 3 月 K N はと 卜赤血球内の ヘ モ
グ ロ ビ ン を酸化 した ． また，3－ H K N は赤血球内の メ ト
ヘ モ グ ロ ビン の 還元作用 を持 っ て い る こ と も明 らか に
な っ た ． こ の よう に 3－ H K N は赤血球内の ヘ モ グ ロ ビ
ン の 酸化還元作用 を有す るが ， 精製 ヘ モ グ ロ ビ ン で も
同様の 結果が得ら れ た く図101． ま た， こ のよ う な ヘ モ
グ ロ ビ ン の 酸化還元 反応 に とも な っ て， 3 月K N は キ
サ ン ト マ テ ン に 代謝さ れ た く図111． こ の 3．H K Nの
キ サ ン ト マ テ ン へ の 縮合反 応 に つ い て は Bute n a ndt
ら2 1に よ っ て 図14 のよ う な プ ロ セ ス が示 さ れ て い る ．
こ れ に よる と， 3 月 K N はまず脱水素 に よ り キ ノ イ ミ
ン を生 じ， こ の キ ノイ ミ ン が 3－ H K N と縮合反応 を起
こ し， ア ミ ノ 基 が は ずれ て 側鎖が環 を巻き ハ イ ド ロ キ
サ ン ト マ ナ ン が 生じる ． さ ら に 2原子 の 脱水素に よ り
キサ ン ト マ テ ン が出来る．
そ こ で， 本研究の 実験結果と従来の 報告を考慮 し，
3 月E Nに よ る ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化還 元 反 応と そ れ に
くBう
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Fig．10■ Effe cts ofS OD and c atala s e o nthe o xidatio n ofo xyhe moglobin o rthe redu ctio n of
m ethem oglob in with 3－ H K N． T he o xidatio n a nd r edu ctio n rate s w e re rn e aS u red
SpeCtr Ophoto m etric allybythedec r e a se o rin cre a sein abs o rba n c e at578n ml封， re SpeCtiv e－
1y． T he r e a ctio n mixtu r ec ontain ed o xy． or m ethem oglobinく80pM in he m ela nd50 0pM3－H K N． SO Da nd c atala se w e ru s ed at 1300u nits a nd 29u nits， reSpe Ctiv ely． T he
CO ntr Ol in thefigu re sho w sthe expe rim e nt with 3－H K Na nd witho ut e n zyme．
くAI． Oxidatio nof o xyhe m oglobin with 3－H K N in the pre se n c e o r abse n ceof c atala se or
S O D
．
くBl． Redu ctio n of methe m oglobin with 3 月K N in the pr e se nce o r abs e n c e of c atala se o r
S O D．
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共役 して起 こ る 3－ H K N か ら キ サン ト マ ナ ン へ の 代謝
反 応 と して 次の よう な プ ロ セ ス を考 え た く図15う．
3－ HK N は， ハ イ ド ロ キ ノ ン 化合物が
一 般 的に そう
で あ る様 に ， 酸素存在下 で は自動酸化反応 に よ っ て セ
ミ キ ノイ ミ ン ラ ジ カ ル くs e miquin oimin e r adic al， 3－
H K Nの S emiquin o n e軌 SQ
．
1に 酸化 され る． こ の反
応 は，
3．H K N＋ 02
－ ， SQ
．
十く方十 H＋ くい
と い う 式 で表 さ れ る ． 02 の 水溶液 へ の 溶解度 は低い
が ， こ こ に 2価鉄 の ヘ モ グロ ビ ン が存在す ると ヘ モ グ
ロ ビ ン に 02 が 結合 して ， 02の溶存量 は 飛躍的に 高ま
る
．
その 結果3－HK N は， オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン よ り解離
した 02 と 反応 しセ ミ キ ノ イ ミ ン へ と酸化 さ れ る． 02
は 一 旦 還 元 さ れ る 餌 に な る が， さ ら に 不 均化反 応に
よ り H202 に 変化す る．
く芳＋く方十2H＋ 一 B202＋ 02 く21
こ れ らの 反応は，
Hb O2 さ B b＋ 02 ほう
の 平衡 が右 へ ずれ る こ と に よ り 02 の 供給 を受 けて
次々 に 進行す る こ と に な る． セ ミ キ ノイ ミ ン は 02 と
の 反 応性 が 強 い の で 02 と 反 応 し て キ ノ イ ミ ン
くquin oimin e， 3－ H K N のquin o n e型， Qlに さ ら
に 酸
化さ れ る ． こ の反応は ，
SQ＋ 02一寸 Q＋窃 ＋ H十 く41
と い う 式で 表さ れ る． この よ う に して オ キ シ ヘ モ グロ
1 2 3 5 10 50 100 5 0 0100 0
He m ogIobin くFLMin he m eI
Fig．12． Relatio n ship betw e e nt
hefo r m atio n of x a ntho mm atin a nd c o
nce ntr atio nof
3－ H K Nく2．3 m MI w a sin cubated with v a rio us c o n c entra
tio n s of o xyH bく1へ 800pMl
fo r4 ho u rs at 37
0
C， pH 7．0． Xa ntho mm atin fo rm at
io n w a sdeter min ed by the
in cr e a s ein obs o rba n c e at 440n m －
ヒ ト赤血 球 に よ る 3－ ヒ ド ロ キ シ キ ヌ レ ニ ン の 代謝
ビ ンよ り解離 し た 02 と 3－ H K N が反応 して キ ノイ ミ
ンが生 成 し， こ れ が 3－ H K N と さ らに 縮合反 応 をす る
こと で キサ ン ト マ ナ ン が 生 成され る と 考え られ る
．
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の 間オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン は 02 を解離す る こ と に よ り
デオ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン に な る が，く方の 不 均化反応 で生
成され た H202 と速 い 速度で 反 応 し メ ト H bに 変化す
る22I
．
こ の よう に ヘ モ グ ロ ビン は 3．H K Nに よ っ て 直
接酸化され るの で は なく， 3－ H K N と02 との 反応 に 続
い て 生 成 した H202 に よ っ て 酸化さ れ る と 考 え ら れ
る
．
こ の こ とは 酸素が存在 し ない 場合 3－H 重くNに よる
ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化反 応が進行 しない こ と く表 1フ， そ
し て カ タ ラ ー ゼ存在下で は酸化反応が非常に 抑 え られ
る こ と ， S O D存在 下 で 反 応が 促進 さ れ る こ と く図
10う， な どで裏付 け られ る．
一 方， 3－ H E N とメ ト ヘ モ グ ロ ビン との 反 応で も キ
サ ン ト マ テ ンが 生 成され るが， こ の 反応 は 3．H E N と
メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン と の 直接反応で 開始す る と考 えら れ
る
．
すな わ ち，
3－ H K N＋ m etH bっ SQ
．
＋ H＋ ＋de o xyH b t51
の よ う に 反応 は進行し， 生成 され た セ ミキ ノ イ ミ ン は
さ ら に 前述の よ う に 02 と 反応 し て キ ノ イ ミ ン へ 変化
する と考 えられ る ． この こ と は 3価 の ヘ ム 鉄と 結合す
るア ザイ ドが メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 含有赤血球での 反応 を
抑え た こ と か らも 支持さ れ る く図 91． 3－ H K Nの キ ノ
ン 型 は 図14 の反 応 で 3－H KN と縮合反応 を起 こ し て
キサ ン ト マ チ ン へ 変化す る と考 えら れ る． 図15下段 に
示 され る よ う に 第 一 段階の 3－ H K N と の反応で メ ト ヘ
モ グ ロ ビ ン は好気的条件下 で は オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン
に ， 嫌気的条件下で は デ オキ シ ヘ モ グ ロ ビ ン に 変化す
る く表 1， 表21． 妖気的条件下 で は 3－H 重くN よ りの キ
サ ン トマ テ ン へ の 生成 は起 こ ら な い が ， それ は 02 が
且 姦ごH ＋ 泄 或 盟
00H
Hydro xonサho m m oIin
R ニ ー C O－ CH2
－ C H■fN H2トC O OH
XqnIho m m 8Iin
Fig－14． Po ssible m e cha nis m of x antho m m atin fo r m atio n fr o m 3－hydr o xy－
kynurenin e
21I
．
りり sho w s3－ H K N．
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存在 しな い た め仰式の反応が進行 しな い こと に よ る と
思 わ れ る．
図1 3 で示 した ように ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化 さ れ る 時
間 と キサ ン ト マ テ ン の 生成さ れ る時間 に は大き なずれ
が ある． す な わ ち， キ サ ン ト マ チ ン の生成に は タイ ム
ラ グ が存在す る． こ の こ と は赤血球内の 反応で も 同じ
で ある く図 8， 9フ． こ の よう な キサ ン ト マ チ ン 生成の
タイ ム ラ グ は 3，H E N よ りキノ イ ミ ン の 生成が 定常状
態 に 達す る ま で の 時間と考え る こ とが 出来る． ま た図
12に 示 し た よ う に キ サ ン ト マ チ ン の 生成速度 は， 6
声M ト ム 演劇 以下の オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン濃 度で は
オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 濃度 に 依存 し て増大 し て い る
が， これ は ヘ モ グ ロ ビ ン 濃度 の増加 に よ り反応溶液中
の 酸素の溶存量が増えた た め と考 え られ る． な お ，
ヘ
モ グロ ビ ン の 1叫 M 以上 の ヘ ム 濃度の 存在下で は酸
素濃度は 3－H K Nに 対 して充分量存在す るの で ， キ サ
ン ト マ チ ン 生成速度 は 一 定に な る と 考 え ら れ る く図
12フ． こ の 結果 は図15に 示 した よ う に 3 月 E N がオ キ
シ ヘ モ グロ ビン と直接反応す る の で は な く， オ キ シ ヘ
モ グロ ビ ン よ り解離 した酸素 と反応 して キ サ ン ト マ テ
ン ヘ と 代謝 され る こ と を意味す る． 3－ H K N は体内で
は主 と して肝臓， 腎臓な どの臓器 で 3－H A Aに 代謝さ
れ， さ ら に N A Dへ 変化す る． し か しな が ら， 本研究で
示 したよ う に 3－ E K N はヒ ト赤血球内に お い て は ヘ モ
グロ ビン と反応 して キ サ ン ト マ テ ン と い う褐色の 色素
に 変化し た． こ の キサ ン トマ テ ン の 生理 的意義 は， 現
在 の と こ ろ明 らか で は ない ． 糖尿病 の 患者
2軋や膀胱癌
患者細 の血液中に 3 月 E N が高濃度 に 存在 し て い る こ
口
とが 知 られ て お り， こ れ ら の 患者 の血 液中に は赤血球
中で 3－ HK N が代謝さ れ て キ サ ン ト マ チ ン が存在する
可能性が あ る． ま た先天 性代謝疾患で あ る ヒ ド ロ キシ
キヌ レ ニ ン尿症は ， 肝臓 お よ び腎臓の キ メ レ ニ ナ ー ゼ
活性の 欠損 ま た は低下 に よ っ て起 こ る2 51． ま た W est－
phalら
2 6，に よる と ， 便秘 に な る と赤血 球中 に メ ト ヘ モ
グ ロ ビ ン が 増加 す るが ， こ れ は腸 内細菌 に よ り産生さ
れ た トリ プ ト フ ァ ン代謝物が 血 液中に 吸収 され て起こ
る と い う． その よう な場合 に も， 血液 中に キサ ン トマ
テ ン が蓄積 し てい るか も知 れ な い ． Heyningen2 7Iは ，白
内障患者の レ ン ズ に 3－ H KN が 高濃度 に 依存す る こ と
を示 した ． To m oda ら
2 81は最近褐色白内障 レ ン ズの 褐
色物質 は 3－ H K N由来の キ サ ン ト マ テ ン で あ ろ う と推
測 して い る． 糖尿病白内障 で は レ ン ズ が褐色 に 着色し
て い る こ とが 知 られ て い るが ， こ れ は 3－H K Nの キサ
ン ト マ テ ン ヘ の代謝異常と い う こ と で 説明 が つ く かも
しれ な い ． こ の よう に 生体内に お け る 3 1 t K N の キサ
ン ト マ テ ン ヘ の 代謝反応の 意義に つ い て は ， 今後種々
の病態 と関連 して解明 され ると 期待 され る．
結 論
1 ． ヒ ト赤血 球浮遊液 に 3－H K N を加 え て， 37
0
C，
pB 7．0 でイ ン キ エ ペ
ー 卜 す る と 3 月K N は 2分子縮
合 して キサ ン ト マ チ ン に 代謝さ れ た． こ の 反 応に は赤
血球内の ヘ モ グ ロ ビ ン が関与 して お り ， ま た酸素の 存
在が必須 で ある こ とが 明ら か に な っ た ．
2 ． 3．HKN は オ キシ ヘ モ グ ロ ビ ン お よ び メ ト ヘ モ
グロ ビ ン に よ っ て キサ ン ト マ テ ン に 代謝 さ れた ． この
3－ HKN 7 Sd r ． ，
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ヒ ト赤血球 に よ る 3－ ヒ ド ロ キ シ キ ヌ レ ニ ン の 代謝
反応は オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化反応， メ ト ヘ モ グ ロ
ビン の 還元反応 と共役 して い る こ とが 示 さ れ た．
3 ． 3 月 KN に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化還元 反 応及
び ヘ モ グ ロ ビ ン に よ る 3－ H K Nの 代謝 に は 0言や H2
02 な どの 活性酸素が関与して い ると 推測され る．
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Key w o rds ニhum a nerythrocytes， he moglobin ， 3－hydroxykyn u renin e， X a nthom ma tin
A bstra ct
Methe moglobin w a slgnifica ntly l n C r eaSed in hu m a nerythro cytes， W he nthe r ed blood cells
W er eincubated with 3－ hydroxykyn u r e ni e， a m et abolite of try pt ophan， a tpH 7■0， 3 7
0
C． 3－
hydroxykyn u r e ni e wa s m et abolized to a bro w nco mpou nd in a rea ction c o upled with the
O Xidativ e r eaction of hem oglobin ． T h is com pou nd w asidentified a s x a ntho m m atin which was a
dim erized fbr m of 3－hydro xykyn u r e ni e by vario u s a n alyses s u ch as ultr a violet a nd visible
SpeCtrOPhotom etry， inf hred spectrophotom etry， high pe rfbr m a nce liquid chr o m atography a nd
thin layer chrom a t ography． W he n pu rified oxyhe m oglobin was in c ubated with 3－ hydroxy－
kyn u renine， he moglobin was oxidiz edt om ethe moglobin a nd 3－hydr o xykyn u r e ni e w as dim eriz ed
to xantho m matin ， Show lng that the m et abolis m of 3－ hydr o xykynurenin e is co upled with the
OXidation of hem oglobin ． On the other hand， Whe n m ethe moglobin － rich e rythrocytes w ere
in c ubated with 3－ hydroxykyn urenine， m ethe m oglobin in the e rythr o cyte s was redu c ed a nd 3－
hydroxykyn u r e ni e w asdim eriz ed to x a ntho m m atin ． Pu ri 凸ed m ethe m oglobin w a sfbu ndtoha v e
a capaclty Of m etabolizing 3－hydroxykyn u r e nine to xantho m m atin as w ell． Howev er， the
for mation ofxantho mm atin did no t o ccu r u nde ranae r obic condit o ns． T he s e re s ults sug gestthat
the metabolism of 3－hydroxykynu renin ein hu m a n e rythr o cytesis co upled with the oxido
－r edu ctiv e
rea ction s of hem oglobin and that o xy ge nis indispe ns ab le fbr the r e a ctio n．
